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APS Ammonium PeroxodiSulpahate 
ASCs Adipose-derived mesenchymal stem cells 
AW Autoclaved water 
BPB Bromophenol blue 
BSA Bovine serum albumin 
CBB coomassie brilliant blue 
cDNA complementary DNA 
C/EBPα CCAAT-enhancer-binding protein α 
DDW deionized distilled water 
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 
FBS Fetal bovine serum 
GFRα1 glial cell derived neurotrophic factor family receptor α1 
GLUT4 Glucose transporter type 4 
GST Glutathione S-transferase 
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
IgG Immunoglobulin G 
IRS-1 insulin receptor substrate-1 
KO knockout 
LB Luria Bertani 
LPL lipoprotein lipase 
mRNA messenger RNA 
PAGE Poly acrylamide gel electrophoresis 
PBS Phosphate buffered saline 
PCR polymerase chain reaction 
PEI Polyethylenimine 
PFA paraformaldehyde 
PLZF promyelocytic leukaemia zinc finger protein 




PVDF PolyVinylidene DiFluoride 
qPCR Quantitative PCR 
RNA ribonucleic acid 
RT reverse transcription 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
SPF specific pathogen free 
SSCs spermatogonial stem cells 
TBE Tris-borate-EDTA 
TBS Tris Buffered Saline  
TBS-T Tris Buffered Saline with Tween 20 
TEMED N,N,N’,N’,-tetramethyl ethylenediamide 
Tris Tris（hydroxymetyl）aminomethane 
Tween20 Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate 















ンパク質の構造変換を触媒することで活性調節を担っている酵素に Pin1 がある。Pin1 は細
胞周期調節因子として発見され、分子量は約 18 kDa、163 アミノ酸からなるタンパク質
で、基質を認識する WW ドメインと異性化反応を行う PPIase ドメインという 2 つのドメ
インから構成される。タンパク質のリン酸化された Ser/Thr とそれに続く Pro 配列を認識し
ペプチド結合の cis-trans 異性化を触媒することで[1,2]、リン酸化タンパク質の立体構造を
制御しているプロリン異性化酵素(Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase:PPIase)の一種である















命・組織に現れる Pin1 欠損の影響を調べ、調節酵素・Pin1 の個体での機能を明らかにしよ
うとしてきた。Pin1 の欠損によっても生育可能であるが、多岐にわたり分化異常が確認さ
れている[1]。しかし様々な制御経路がありそのメカニズムの詳細はわかっていない。






































第 1 章 精子幹細胞における Pin1 の重要性の解明 








ながることにより 2 個は Apr、4 個は Aal-4、8 個は Aal-8、16 個は Aal-16 と呼ばれている
[15,16]。これらの細胞には、GDNF (glial cell derived neurotrophic factor)が発現しており、主
に As と Apr に強発現していてこれらを精子幹細胞と分類している[17]。GFRα1 (glial cell 
derived neurotrophic factor family receptor α1) はこの GDNF のレセプターであり、抗 GFRα1
抗体は精子幹細胞を検出できる抗体として使われている。この抗 GFRα1 抗体陽性細胞は、
自分と同じ細胞を作り出す「自己複製能」を持つ幹細胞・Spermatogonial stem cells (SSCs)















た。Pin1 は G1/S 期や G2/M 期の細胞周期を制御している分子であるともいわれているの
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で[2, 26-29]、精巣内でも SSCs の細胞周期に関与し、精巣萎縮をもたらすという仮説をた








































 マウス尻尾を 2mm 切断し、Puregene core kit A (QIAGEN) を用いてゲノム DNA を抽出し
以下の条件で PCR を行った。 
•PCR 溶液の調整 
Genome DNA 0.75 µL 
10×Blend Taq Buffer (東洋紡)  1.5 µL 
dNTP mixture (東洋紡)  1.5 µL 
AW 10 µL 
10 µM primer1 (W1.2A_HA2) 0.5 µL 
10 µM primer2 (1.2L_HA) 0.3 µL 
10 µM primer3 (start2A_HA2)  0.3 µL 
Blend Taq (東洋紡)  0.15 µL 
Total 20 µl 
 
•プライマー（fujimori et al.,1999 をもとに本研究室秋山により改良） 
W1.2A_HA2 5’-CAT GAG AAG GGA TTA GAA GCA AGA TTC GAC TGG-3’ 
Start2A_HA2 5’-GCC AGA GGC CAC TTG TGT AGC GC-3’ 
1.2L_HA  5’-GCA CCC GAT CCT GTT CTG CAA ACT CAG-3’ 
 
•PCR 条件 
94℃ 10 min 
94℃ 1 min 
58℃ 1.5 min  35 cycles 




PCR 後、アガロース電気泳動を行った。その後、エチジウムブロマイド溶液にて 30 分間染




精巣を摘出後、PBS でリンスし 4%PFA(WAKO)に浸し 4℃で一晩固定した。 
 
•脱パラ                   •脱水 
       
•10x Citrate buffer stock pH6.0 
  Citric Acid, anhydrous 3.54g 
  Trisodium Citrate Dihydrate (Sodium Citrate) 24.1g / L 
   
•抗原抗体反応 































浸し 10 分間マイクロウェーブをあてた後、40 分間クールダウン）またはヒスト VT ワン
（ナカライテスク）を用いて賦活化を行った。10 分間×3 回 TBS 洗浄した後、内因性パー
オキシダーゼ除去の目的で 0.3%過酸化水素水の入ったメタノールに 20 分間浸した。10 分
間×3 回 TBS 洗浄した後、ウマ血清で常温下 30 分間ブロッキングを行った。次に一次抗体、
anti-GFRα1 Ab (1:800, Neuromics), anti-PLZF Ab (1:200, Santa cruz)をそれぞれ 4℃で一晩反応
させた。10 分間×3 回 TBS-T 洗浄した後、ビオチン化二次抗体で常温下 1 時間反応させた。
10 分間×3 回 TBS-T 洗浄した後、ABC 試薬 (VECTOR Laboratories) で常温下 30 分間反応
させた。10 分間×3 回 TBS-T 洗浄した後、3,3-Diaminobenzidine, tetrahydrochloride (DAB, 




陽性細胞数や精細管断面周囲長の計測は、顕微鏡（OLYMPUS）にモニターBT FHRm (Mio 





た後、ウマ血清で常温下 30 分間ブロッキングを行った。その後、一次抗体 anti-GFRα1 Ab 
(1:800, Neuromics)または anti-phospho-HistoneH3 Ab (1:200, Millipore Marker)を 4°C で一晩反
応させた。10 分間×3 回 TBS-T 洗浄した後、蛍光ラベルされた二次抗体希釈溶液に核染色
をする Hoechst 33342 (1:5000, Millipore) 抗体も混合して常温下で 1 時間反応させた。10 分
間×3 回 TBS-T 洗浄した後、Slow fade diamond (Thermo Fisher)を切片に 1 滴落としてカバー
ガラスをしてマニュキュアで封印した。観察は BX63 (OYMPUS)顕微鏡で行い、陽性反応








後、ブロッキングを Blocking reagent (PerkinElmer) を用い常温下で 1 時間行った。一次抗
体 anti-GFRα1 Ab (1:800 dilution; R&D Systems)  を 4℃下で一晩反応させた。10 分間×3 回
TBS-T で洗浄した後、蛍光ラベルした二次抗体と Hoechst 33342 (1:5000, Millipore)を常温下
















第 3 節 結果 
  
精巣の形態観察を示した（Fig.1A）。図は 38 週齢の精巣であり、野生型 (WT)と Pin1 ノ
ックアウト(KO)では大きさに顕著な差が見られた。この詳細を調べる為に経時的に精巣重
量を測定した(Fig.1B)。その結果、16 週齢までは両者に差が見られなかったが、加齢につ
れて WT の精巣重量に変化は見られないのに対し、KO では 16-38 週齢にかけて極端に減
少し、その後も緩やかに減少していくことが明らかとなった。 




管内の抗 PLZF 抗体陽性細胞の数を調べた結果、WT と比較して KO では明らかに減少し
ていたが、16-38 週齢ではその陽性細胞数は変化せず、38 週齢後から徐々に減少していく
グラフパターンは両者同じ形であった(Fig.2B)。つまり、WT と比べ KO の未分化型精原細
胞の数は顕著に少ないが、その細胞が加齢に伴い減少するタイミングは同じであったこと
が示された。精巣断面に多数並んでいる精細管断面に一つ以上の抗 PLZF 抗体陽性細胞が
存在する割合を計測した結果、KO 精巣内では WT の半分以下の割合でしか抗 PLZF 抗体
陽性細胞が存在しないことが明らかとなった(Fig.2C)。 
未分化型精原細胞であり抗 GFRα1 抗体陽性細胞は、精子幹細胞と呼ばれている[24]。こ
の細胞数は生涯変化しないと考えられているが[19,20]、KO マウスでは 34-38 週齢までは野
生型より多い傾向にあり、その後 92 週齢までには著しく減少した(Fig.3A)。KO マウスで
も抗 GFRα1 抗体陽性細胞である As や Apr の数に WT と比べ大きな差はなかった
(Fig.3Ba,b)。しかしながら、いくつかの精細管では、肥大化した異常な形態を示す GFRα1
抗体陽性細胞が観察された(Fig.3Bc-e)。また、抗 phospho histone H3 抗体を用い、幹細胞が
細胞周期の M 期である割合を調べた結果、抗 GFRα1 抗体陽性でかつ抗 phospho histone H3












はない。その要因は初期の精細胞、特に SSCs に Pin1 が作用していると予測し実験を行っ
た。WT と KO マウスの精巣を比較することにより in vivo での未分化型精原細胞の発現型
の詳細を調べその詳細を明らかとした。 
抗 PLZF 抗体陽性細胞とは、精子幹細胞である SSCs と前駆細胞である progenitor cells





していた。そこで本研究では、先に述べた抗 PLZF 抗体とさらに SSCs のみを認識する抗
GFRα-1 抗体という、細胞を特異的に認識識別できる２種類の抗体を用い免疫染色を行う
ことで、さらに Pin1 欠損による精巣萎縮の詳細を明らかにした。抗 GFRα-1 抗体は As や
Apr と呼ばれる SSCs のみを識別できる抗体であり、この抗体陽性細胞数は、38 週齢まで





また、野生型の精細管断面に一つ以上の抗 PLZF 抗体陽性細胞が存在する割合は 90%に
対し、KO 精巣内では半分以下の割合でしか抗 PLZF 抗体陽性細胞が存在しないという結
果は、16-38 週齢マウス精巣重量の顕著な減少につながっていると考えた。 
さらに、KO マウスでは抗 GFRα1 抗体陽性細胞である SSCs が M 期である細胞の数は
WT より高い割合であることから、細胞周期調整因子である Pin1 欠損により M 期が一定
と仮定した場合、細胞周期の遅延が引き起され、有糸分裂期細胞の蓄積をもたらしたと考
えた。これはアチソンらによって、雌雄生殖細胞ができる前の始原生殖細胞において、






































第2章 天然物由来褐藻類ポリフェノールによる Pin1 阻害 
第1節 緒言 
 








が多い。本研究室では、天然物より Pin1 の活性を抑制する化合物に着眼し、Pin1 阻害剤と
なる化合物のスクリーニングを行った。そして、海藻成分より Pin1 阻害活性を持つポリフ





















第 2 節 実験方法 
2-1.動物 
①動物 








 普通食(ND)マウス MF(オリエンタル酵母) 
 高脂肪食(HF) マウス HFD-60 (オリエンタル酵母) 
 
③経口投与 




ASC は、本研究室小峰・阿部によって樹立された p53 ノックアウトマウス由来クローン
性 ASC 株細胞 (Pin1 WT ASC) の#5 株および p53/Pin1 ダブルノックアウトマウス由来クロ
ーン性 ASC 株細胞 (Pin1 KO ASC)の#j 株を使用した[45]。これらの ASC は、がん抑制遺伝
子 p53 を欠損したマウスから採取しており、高増殖能を維持したまま継代することができ
る メリットがある。また ASC が分化できる細胞は多岐にわたり、由来である脂肪や骨、軟
骨をはじめとして、グリア細胞や肝細胞など胚葉を超えて様々な組織に分化することがで
きる。さらには、自らの脂肪組織から直接採取を行うために ES 細胞や iPS 細胞のような倫
理面、癌化の心配が少なく、再生医療の材料として臨床への応用が期待されている[46]。 
培養する際の培地は、DMEM (High Glucose) (ナカライテスク) に 10% FBS (Biological 
Industries または Biosera)、1% ペニシリン-ストレプトマイシン混合溶液 (ナカライテスク)
を加えたものを使用した。以下、この培地を単に DMEM 培地と表記する。 
  
②細胞の継代と培養 
細胞は 60 mm または 100 mm ディッシュプレートを用い、80%コンフルエントになるま
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で培養した。80%コンフルエントになったら培地を除去し、PBS (-) で 1 回洗浄した後にト
リプシン-EDTA 液を添加し、37°C で 3 分間インキュベートして反応させた。その後、トリ
プシン-EDTA 液と等量の DMEM 培地を加えてピペッティングにより細胞をプレートから
剥がし、1.5 mL チューブや 15 mL チューブに回収した。回収した細胞溶液は 1,100 rpm で 3
分間遠心した後上清を除去し、適量の DMEM 培地に懸濁した。この懸濁液のうち 5 分の 1
から 10 分の 1 量を DMEM 培地入りの新しいディッシュプレートに播種し、培養をした。
培養は 37°C の 5% CO2インキュベーターで行った。 
以下に実験に使用した試薬の組成を記載する。 
 ● 10×PBS (−) 
     1.37 M NaCl 
     27 mM KCl 
    100 mM Na2HPO4・12H2O 
     18 mM KH2PO4 
    → 実験の際には水で 10 倍に希釈し、オートクレーブして使用した。 
● トリプシン-EDTA 溶液 
    0.2% (v/v) トリプシン (Invitrogen) 
     1 mM EDTA (pH 8.0) 
    → PBS (-)に溶解して使用した。 
 
③細胞の保存と融解 
細胞を保存する際は、上記の方法で細胞を回収、遠心、上清の除去をした後に 1 mL の
CultureSure Freezing Medium (和光純薬工業)に細胞を懸濁し、1.5 mL チューブに分注した。
このチューブは-80°C で Cool Cell アルコールフリー細胞凍結コンテナー (biocision) に入れ
て一晩凍結させた後に、液体窒素に移して保存をした。 
細胞を融解する際は、保存していたチューブを 37°C の湯浴で温めた後、細胞溶液を 1 mL 
DMEM 培地が入った 15 mL チューブに移し、1,100 rpm で 3 分間遠心した後に DMEM に懸








3-isobutyl-1-methylathine（IBMX）（Nakalai tesque)   0.5 mM 
Dexamethasone（Sigma）   1 µM 
Insulin（Nakalai tesque）   10 µg/mL 





Insulin（Nakalai tesque）   10 µg/mL 
 
6 well プレート（33.78 mm/well、TPP）の 1 well あたりに ASC を 2.5×105 cells 播種し、
37℃の CO2インキュベーターで 2 日間培養し、細胞をコンフルエントな状態にした。コン
フルエントになった時点から２日後を day 0 とし、脂肪分化誘導培地に交換し 2 日間培養
した。2 日間培養後、分化培地に交換し、その後は 2 日おきに分化培地で培地交換を行い
9～12 日間培養した。 
 
2-4.Oil Red O による脂肪滴の染色 
①Oil Red O 染色液の作製 
  300 mg の Oil Red O (Sigma)を 100 mL の 99% 2-propanol（Wako）に 60℃一晩かけて溶解
した。その後、この溶解液を滅菌水で Oil Red O が 60%になるように希釈し、10～30 分間激
しく振盪し後、0.22 µm membrane filter（MILLPORE）と 50 mL テルモシリンジ(TERUMO)を




0～9 日間分化刺激を行った ASC を 1 well あたり 1 ml の PBS(-)で 2 回洗浄した。 
↓ 
4% PFA を 1 well あたり 1 mL 加え、10 分間室温で静置し細胞を固定した。 
↓ 




60% 2-propanol を除去し、Oil Red O 染色液を 1 well あたり 1 mL 加え室温で 10 分間静置
し染色を行った。 
↓ 
染色後の細胞は 40% 2-propanol で 1 回洗浄し、その後 PBS(-)で 2 回洗浄した。 
↓ 





 3.5cm シャーレで培養し脂肪分化誘導を行った ASC を PBS(-)で 2 回洗浄し、100μL の SDS
細胞回収バッファーを加えスクレーパーで細胞を剥がした後、1.5mL チューブに回収した。




0.125M   Tris-HCl Buffer (pH6.8) 
4% (w/v)  SDS 
10% (w/v)  スクロース（国産化学） 
 
②BCA アッセイ 
Protein Assay Binicichoninate Kit (Nacakai tesque)を用いて行った。検量線作製には BSA を用




適当量のタンパク質溶液に、5×SDS sample buffer を加え、3 分間煮沸処理した。 
 
•5×SDS sample buffer 
 0.125M    Tris-HCl Buffer (pH6.8) 
20 
 
 10% (v/v)  2-メルカプトエタノール 
 4% (w/v)   SDS 
 10% (w/v)  スクロース（国産化学） 
 0.01% (w/v) BPB (Amersham) 
 
④SDS-PAGE 
 ゲルをセットした泳動漕（日本エイド）に SDS-PAGE 泳動バッファーを満たし、SDS 化
したサンプルタンパク質を便宜アプライした。また、分子量マーカーとして Prestained Protein 




 1.5M Tris-HCl (pH8.8)   2.5mL 
 30% Acrylamid/Bis 混合液 (37.5:1)  3.1mL 
 10% (w/v) SDS           100μL 
 10% (w/v) APS           100μL 
 DDW           4.23mL 
 TEMED             7μL 
•濃縮ゲル 
 0.5M Tris-HCl (pH6.8)   750μL 
30% Acrylamid/Bis 混合液 (37.5:1)  450μL 
 10% (w/v) SDS     30μL 
 10% (w/v) APS     30μL 
 DDW     1.75mL 
 TEMED            2.5μL 
 
•10×SDS-PAGE 泳動バッファー 
 0.25M Tris 
 1.92M グリシン 





 6×9 cm の大きさに切った PVDF 膜 (Pall corporation)をメタノール中で 30 秒振盪させ親水
処理を行った後 blotting buffer に浸して平衡化した。事前に blotting buffer に浸して準備した
ゲルと同じサイズに切ったろ紙を用い、気泡が入らないように PVDF 膜、ゲルを挟んでト
ランスブロット SD セル(Bio-Rad)にセットした。転写条件は、2mA/cm2、75 分間とした。転
写後、5%スキムミルク/0.1%TBS-T(Tris-buffered saline, 0.1% Tween-20)溶液に浸し室温で 30
分間ブロッキングを行った。0.1%TBS-T で 5 分間、3 回洗浄した後、ハイブリバックにタン
パク質転写した PVDF と一次抗体を封入し、4℃で一晩振盪し反応させた。翌日、一次抗体
を回収した後に 0.1%TBS-T で 5 分間、3 回洗浄し、同様にハイブリバック PVDF 膜と二次
抗体を封入して、室温で 1 時間振盪し二次抗体反応を行った。その後、PVDF 膜を 0.1%TBS-




 25mM  Tris 
 192mM  Glycine 
 20% (v/v) Methanol 
 
•10×TBS (pH7.4) 
 137M  NaCl 
 2.7M  KCl 




Milli Q    2.125mL 
1.5M Tris-HCl (pH8.8)  0.25mL 
250mM luminol/DMSO  25μL 
90mM p-coumaric acid/DMSO 11μL 
Solution B 
Milli Q    2.25mL 
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1.5M Tris-HCl (pH8.8)  0.25mL 
30% H2O2   1.5μL 







 まず HEK293T 細胞を 3.0×106 細胞ずつ 10 cm ディシュに播種して一晩 37℃、5% CO2 の
条件下にて培養した。翌日、VSVG、HIV、NICD がそれぞれ 10 µg 含まれるようプラスミド
溶液を調製した。次に、DMEM（無血清） 2.4 mL に 1M PEI 54 µL を加えて室温で 5 分間
放置した。5 分後、調製したプラスミド溶液を加えて 10 分間放置した。10 分後、HEK293T
細胞を播種したディシュに HEK293T 細胞が剥離しないよう 3 枚のディッシュに各 800 µL
ずつディシュの側面からゆっくりと加えて、溶液が均一になるまで静かに撹拌し 37℃、5% 
CO2の条件下にて 2 日間培養した。 
 
②培地交換  





 培地交換後 2 日間培養した HEK293T 細胞のディシュ 3 枚分の培地を 1 本のチューブに回
Name Supplier(Product number)
First antibody
anti-Pin1 (mouse) R&D systems (MAB2294) 1:1000
anti-α-tubulin (mouse) Sigma Aldrich (T9026) 1:2000
anti-activated Notch1 (rabbit) Abcam (ab8925) 1:500
anti-cleaved Notch1 (rabbit) Cell Signaling (#4147) 1:1000
Second antibody
anti-mouse IgG R&D system (HAF007) 1:1000
anti-rebbit IgG Cell Signaling (#7074) 1:1000
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収した。回収した培地を 0.45 uM (MILLIPORE) フィルターに通し 50ml チューブに回収し




 翌日、チューブを 4℃、3,500 rpm で 1 時間、swing で冷却遠心した。遠心後にペレットを
1.4 mLのDMEM培地に懸濁して 1.5μLのポリブレン(4 mg/mL)を加えウイルス溶液とした。
このウイルス溶液を、前日 3.5 mL ディッシュに 1.0 × 105細胞ずつ播種しておいたターゲッ




160g の PEG6,000 を 40 mL の 5M NaCl 溶液、20 mL の 1M HEPES (pH7.4)、超純水にて溶解










































要な転写因子である PPARγ, C/EBPα, GLUT4, FABP4, LPL の発現量を PCR によって調べた。
その結果、褐藻類ポリフェノール添加によって、脂肪細胞マーカーの発現が抑制されている
ことが明らかとなった(Fig.7B)。 
 そこで、in vitro 実験として、脂肪由来間葉系幹細胞(Adipoe-Derived Mesenchymal Stem Cell : 
ASC)の脂肪細胞分化における Pin1 の影響を調べることとした。ASC は、不死化を目的とし
て p53 ノックアウトマウス由来クローン性 ASC 株細胞 (Pin1 WT-ASC) の#5 株を野生型と
し、p53/Pin1 ダブルノックアウトマウス由来クローン性 ASC 株細胞 (Pin1-KO ASC with 




かった。Pin1-KO ASC にレンチウイルスにより Pin1 を過剰発現させた#j rescue 株(Pin1-KO 
with lentiviral Pin1) では WT-ASC と同様に脂肪分化が正常であることが確認でき、つまり
Pin1 欠損による脂肪分化阻害であることがわかった。更に、この脂肪分化誘導をかける前
の#j mock 株 及び、#j rescue 株から RNA を抽出し、Filgen®に DNA マイクロアレイ受託解
析を依頼した。データ解析の結果、Pin1 の高発現によって（# j rescue の遺伝子発現量）/（# 
j mock の遺伝子発現量）≦0.5 を 2DOWN とし、遺伝子の発現量に変化が見られるものとし
てピックアップした(Table.1)。この中で Notch1 受容体のリガンドである jagged1 の減少を発
見した。Notch 受容体は膜貫通型受容体であり、リガンドが結合すると細胞表面の Notch 蛋
白は Presenilin1 や γ セクレターゼに切断されて、細胞内ドメインである Notch intracellular 
domain (NICD)が細胞質へ遊離して核内の CBF-1 と結合することで標的遺伝子の転写活性が
行われる。この NICD に着眼し、Pin1 と NICD の関係を調べる為に NICD を過剰発現させた
ASC の作製を試みた。レンチベクターに導入した NICD コンストラクトが Fig.9A であり、
Fig.9B では ASC に形質導入された GFP 発光を顕微鏡下で確認した。Fig.8 同様 ASC の脂肪
細胞分化誘導を行ったところ、NICD 過剰発現により、脂肪分化が抑制されていることが明
らかとなった(Fig.10)。さらに、脂肪細胞分化誘導実験を行うと同時に RNA を採取し、DNA






























裏付ける為に、脂肪細胞分化モデル細胞で知られている NIH3T3-L1 細胞を用い in vitro 実










Pin1 と Notch シグナルとの関係に関する過去の報告では、Pin1/p53 DKO マウスの胸腺で
Notch の細胞内ドメインの切断を行う Presenilin1 の発現の上昇とともに Notch の細胞内ドメ
インの発現が上昇することが報告されている [28]。マイクロアレイの結果から、Notch のリ
ガンドである Jagged1 をコードする Jag1 の発現が# j rescue で低いことから、Pin1 が存在す
るとリガンドの減少による Notch シグナルの不活性化が起きていることが予想された。そ
こで活性型である NICD を ASC に過剰発現させ脂肪細胞分化誘導を行った結果、予想通り
脂肪細胞分化は抑制された。しかし、Pin1 と NICD の分子基盤は未解決のところが多い。
NICD は、発現・活性化等様々な経路による制御を受けており、今後は Pin1 がどの経路を
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 ASCs はこのように高い分化能を持つことが知られており、その分化メカニズムには Pin1
分子が重要な役割をしているのではないかと注目してきた。当研究室卒業生により Pin1 は
ASCs の脂肪細胞分化を促進させることを証明されており、さらに Pin1 阻害剤として天然





























Fig.1 Testicular atrophy of Pin1-/- mice. 
(A) Testes of 38 weeks old WT and Pin1-/-
mice. (B) Testes weights of WT (triangle) at 
4,5, 6, 16, 33, 34, 68 and 92 weeks and Pin1-/-























































Fig.2 PLZF-positive spermatogonia cells in seminiferous tubules of WT and 
Pin1-/- mice. (A) Comparison of PLZF-positive spermatogonia cells in WT [A-a, b] 
and Pin1-/- mouse [A-c, d] testes of 92 weeks old. A PLZF- positive spermatogonia 
cell is shown by an arrow [A-b], and Sertoli cells were shown by wedges [A-d].  
Magnification of 20x [A-a, c] and 40x [A-b, d]. Bar= 100 μm [A-a, c] and 50 μm [A-
b, d]. (B) Frequency of PLZF-positive cells in the basement membrane of 
seminiferous tubules at each age (number/μm).  (C) The ratio of seminiferous 















































































































Fig.3 GFRα1-positive spermatogonia in 
seminiferous tubules of WT and Pin1-/- mice. (A) 
Frequency of GFRα1-positive cells in the basement 
membrane of seminiferous tubules at each age. (B) 
Whole-mount immunofluorescence staining of 16 
weeks old testes with anti-GFRα1 antibody. GFRα1-
positive cells were indicated by the arrows[B-a,b] and 
immunofluorescence staining of 5 μm section of 38 
weeks old Pin1-/- (bar=100 μm ) and WT (bar=20 μm) 
mice testes (60x) with anti-GFRα1 antibody [B-c,f], 
Hoechst 33342[B-d,g] and the merge [B-e,h]. (C) 
Comparison of the rates of GFRα1/phospho-histone H3 
double positive spermatogonia in GFRα1-positive 
spermatogonia between Pin1-/- and WT mice testes 
(n=5). 
Fig.4 Comparison of weights of mice fed with a normal diet, a high fat diet, a high fat diet plus water, and a high fat diet plus brown 
algae polyphenol. C57BL/6j male mice at 4-weeks old (n=5) were fed with a normal diet (closed circle), a high fat diet (closed 
triangle), a high fat diet with oral administration of water (closed square), and a high fat diet with oral administration of brown algae 
polyphenol (open circle) (means±SD). Oral administration of brown algae polyphenol or water was started after the mice were 
provided water freely and no food for a day. 10μM of brown algae polyphenol was provided with the high fat diet for 8 weeks. (A)
Measurement of body weight and (B) comparison of fat volume in mice (n=5). Water for group3 and brown algae polyphenol for 






















Normal              HF                   HF HF
+OA       water               BAP
Diet
Fig.5 Comparison of obesity marker levels in sera between mouse groups (n = 5 each). Leptin (ng/ml), total 
cholesterol (mg/dl), free fatty acids (mEq/L), neutral fat (mg/dl), and adiponectin (ng/ml) in the serum of each mouse, 
1: high fat diet + brown algae polyphenol, 2: high fat diet, 3: normal diet.
























































Fig.6 Paraffin-embedded sections of visceral and subcutaneous fat tissue from mice fed with a normal 
diet (WT), high fat diet (HFD) and high fat diet plus brown algae polyphenol (HFD+BAP) were stained 
with hematoxylin and eosin (bar=100μm ).
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Fig.7 Effect of brown algae polyphenol on the differentiation of NIH3T3-L1 cells to adipocytes
(A) The amount of the intracellular lipid stained with oil red O. NIH3T3-L1 cells were cultured in DMEM containing 0.5 mM 3-
isobutyl-1-methylxanthine, 1μM dexamethasone, and 1.7μM insulin with 0 (diamond), 50 (square), 100 (triangle), and 150μg/ml (x) 
brown algae polyphenol for 0–8 days. NIH3T3-L1 cells were treated with 4% paraformaldehyde and 60% 2-propanol and then 
stained with Oil Red O. The amount of oil red O extracted from the cells was determined three times by measuring absorbance at 
550 nm (means±SEM). (B) PCR analysis of adipocyte biomarker mRNA levels. NIH3T3-L1 cells were cultured with 0, 50, 100, and 
150μg/ml of brown algae polyphenol for 0–8 days. The mRNA levels of PPARγ, C/EBPα, Glut4, FABP4, and LPL in these cells 
were compared by PCR.
A B
0         4 7 10        13   16day 
100 µm
#5 (WT-ASCs)
#j mock  (Pin1-KO ASCs with mock)
#j rescue (Pin1-KO ASCs with lentiviral Pin1)
Fig.8 Comparison of ASCs differentiation to adipocytes. Comparison of adipocyte differentiation between the 
WT (Pin1+/+; p53-/- ) ASCs and Pin1-KO (Pin1-/- ; p53-/- ) ASCs, and Pin1-KO ASCs rescued with the lentiviral Pin1 
cDNA. The images of the oil red O-stained cells on 0, 4, 7, 10, 13, and 16 days after treatment with the 
differentiation reagent are shown.
Day0 NICD
Day0 vector
Fig.9 Transduction of ASCs by using lentiviral vector. (A) A 
structure of insert sequence transfected with the GFP-
expression plasmid pCDHCMV-MCS-EF1-copGFP. (B) 
Representative bright field and fluorescence microscopy 
images of ASC cells after infection with lentiviral.  Left panels: 
field images, right panels: GFP channel images (bar=100μm).
EcoRI Deleted NICDKozak BamHI
RAM Rbp-associated molecule domain










day0                                  day2                                 day4                                     day6     day9     
Fig.10 Comparison of ASCs differentiation to adipocytes. Comparison of adipocyte differentiation between the #5 ASCs 


























Fig.11 Relative mRNA expression of NICD gene in ASCs sample. The relative 
expression values are depicted as the mean ± standard deviation of three biological 
replicates and correspond to the ratio between vector only(■) NICD overexpression (▧）
for each day point. 
Gene Name Gene Symbol Net intensity {Ratio}
inhibitor of DNA binding 2 Id2 0.46
aldehyde dehydrogenase family 6, subfamily A1 Aldh6a1 0.32
ERO1-like (S. cerevisiae) // ERO1-like (S. cerevisiae) Ero1l  // Ero1l 0.38
coiled-coil domain containing 85B // coiled-coil domain
containing 85B
Ccdc85b  // 
Ccdc85b
0.30
jagged 1 Jag1 0.47
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